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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft Cyclopeptide und deren Verwendung zur Forderung der Resorption von Peptiden und Pro- 
teinen bei Applikation auf die Schleimhaute. 

Die Anwendung von Peptiden und Proteinen als Arzneimittel ist erheblich erschwert durch die Probleme einer 
geeigneten galenischen Zubereitung, aus der das therapeutisch oder diagnostisch anzuwendende Peptid oder Protein 
in ausreichender Menge und zuverlassig resorbiert wird. 

Bekannt ist die Verabfolgung einer oder mehrerer taglicher Einzeldosen durch nasale Applikation, sei es in Form 
von Nasentropfen oder durch Einspruhen einer geeigneten Losung in die Nase [J. Sandow, W. Petri (1 985), Transnasal 
Systemic Medications, Verlag Elsevier, 183 - 199]. Hierzu werden gut vertragliche waBrige Losungen mit Zusatz von 
Konservierungsstoff en und gegebenenfalls von Hilfsstoffen zur Erhohung der Resorption verwendet. Ubliche Hilfsstoffe 
zur Erhohung der Resorption (absorption enhancers) sind samtlich schleimhautreizend oder durch unangenehmen 
Geruch bzw. Geschmack ungeeignet und fuhren oft bereits bei einmatiger Applikation zu erheblichem Schmerz und 
TranenfluG oder erzeugen bei mehrfacher Applikation eine fortschreitende Reizung und Entzundung der Nasen- 
schleimhaute. Dies gilt z. B. fur Derivate der Fusidinsaure, fur Gallensauren, fur Tenside und fur verschiedene Glykole 
(Polyethylenglykol, Propylenglykol). In der EP-B-0 302 466 wird ferner die Verwendung von Cyclopeptiden auf Natur- 
stoffbasis zur Forderung der Resorption von Peptiden und Proteinen bei Applikation auf die Schleimhaute beschrieben. 
Diese Cyclopeptide stellen ein Gemisch chemisch ahnlicher Verbindungen dar; sie mussen daher fur eine pharma- 
zeutische Anwendung gereinigt werden. Vor allem ist ihnen eine antibiotische Aktivitat eigen, die zur Resistenzent- 
wicklung bestimmter Keime fuhren kann. 

Aufgabe ist es daher, Verbindungen bereitzustellen, die das Wirkungsspektrum von als Arzneimittel eingesetzten 
Peptiden und Proteinen verbessern, indem sie, bei guter Vertraglichkeit und fehlender antibiotischer Partialwirkung, 
eine gute Resorptionsforderung bewirken. 

Diese Aufgabe wird erftndungsgemaG gelost durch Verbindungen der allgemeinen Formel I 
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sowie deren physiologisch vertragliche Salze, 
worin 

X Lysin, Ornithin, 2,4-Diaminobuttersaure oder Arginin, 
so R1 einen N-gebundenen Acylrest der Formel II 
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worin Ar fur einen Phenylrest, der gegebenenfalls durch 1, 2 Oder 3 gleiche Oder verschiedene Reste aus der Reihe 
Hydroxy, (CVC^-Alkoxy, Amino, Carboxy, (C r C 4 )- Alky (amino und Halogen substituiert ist, Oder 
fur einen 2-Aminothiazol-4-yl-Rest steht, 



p eine ganze Zahl von Null bis 4, 
q Null oder 1 bedeuten, 



20 



25 



30 



und die Aminosauren jeweils in der D- Oder L-Form vorliegen konnen. 

Bevorzugt sind solche Reste X, die sich von natOrlich vorkommenden Aminosauren (s. z. B. Schroder, Lubke, The 
Peptides, Volume 1, New York 1965) und 2,4-Diaminobuttersaure (Dab), deren Antipoden und einfachen Metaboiiten 
ableiten, die, falls chiral, in der D- oder L-Form vorliegen konnen. y-Dab steht fur 2,4-Diaminobuttersaure, die flber die 
y-Aminogruppe ringverknOpft ist. 

Falls nicht anders angegeben, werden die Dreibuchstabensymbole (vgl. z. B. Pure Appl. Chem. 56 (1984) 595 - 
624 und Eur. J. Biochem. 138 (1984) 9 - 37) fur die Reste der Aminosauren verwendet. Diesen Symbolen wird das 
Symbol 'D' vorangestellt, wenn es sich urn den Rest einer D-Aminosaure handelt; Reste ohne Konfigurationssymbol 
sind L-konfiguriert. 

Die Erfindung betrifft sowohl die optisch reinen Verbindungen als auch Stereoisomerengemische wie Enantiome- 
rengemische und Diastereomerengemische. 
Bevorzugt sind die folgenden Verbindungen: 
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Peptid PMB-III: 
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Die erfindungsgemaGen Verbindungen werden hergestellt z.B. unter Benutzung der allgemeinen Methoden der 
Peptidchemie (Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, 15/1 und 2). Die Verbindungen konnen hergestellt 
werden, beispielsweise stufenweise ausgehend von Polymyxin BOktapeptid (Formel I; X = L-Dab; R 1 = H) deren 
Aminogruppen mit Ausnahme der zu acylierenden geschutzt sind und den entsprechenden aktivierten Carbonsauren. 
55 ( Z . b. Carbonsaurehalogenide, gemischte Anhydride Oder Aktivester.) 

Die Ausgangspeptide konnen durch reduktive Spaltung von N-BOC-geschutztem Polymyxin B beispielsweise mit 
Metallhydriden, z. B. NaBH 4 , NaCNBH 3 , oder durch enzymatische Spaltung, z. B. mit der literaturbekannten Protease 
Ficin, erhalten werden. Als N-Schutzgruppe hat sich in diesem Fall die NOxido-pyridyl-methyloxycarbonyl-Schutz- 
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gruppe bewahrt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von Verbindungen der Formel I zur Forderung der 
Resorption von Peptiden und Proteinen bei Applikation auf die Schleimhaute. Die erfindungsgemaGen Verbindungen 
tragen in ganz erheblichem MaBe zur Verbesserung der Resorption von Peptiden und Proteinen bei Applikation auf 
die Schleimhaute bei. So betragt die Steigerung der Wirksamkeit (beruhend auf einer verbesserten Resorption) der 
Peptide oder Proteine nach dem Zusatz der erfindungsgemaGen Verbindungen 300 bis 400 % und kann im Einzelfall 
mehr als 1000 % betragen. 

Daruber hinaus verursachen die erfindungsgemaBen Verbindungen beim Menschen keine Schmerzempfindung 
und Schleimhautschadigung bei nasaler Applikation von 1 bis 200 uJ in einer Konzentration von 10' 5 bis 10" 1 mol/l. Die 
lokale Anwendung der gleichen Konzentration durch vaginale, rektale Oder buccale Arzneiformen (d. h. z. B. Filme, 
Tabletten, Suppositorien) fuhrt ebenfalls zu keiner Schleimhautreizung. 

Fur die meisten der heute bekannten Peptide und Proteine, die als Therapeutika Oder Diagnostika verwendet 
werden oder in nachster Zeit zur Anwendung kommen werden, ist eine Applikation auf die Schleimhaute, wie z.B. die 
nasale, buccale, rektale, vaginale oder pulmonale Anwendung, insbesondere jedoch die nasale, zweckvoll und mog- 
lich. 

Hierfur eignen sich Peptide und Proteine, die aus 3 bis 225 Aminosauren bestehen, wie z. B. TRH (Protirelin, 
Thyroliberin), LHRH (Gonadoliberin), chemisch modifizierte Analogpeptideder hypothalamischen regulatorischen Hor- 
mone wie z.B. Buserelin, Somatostatin und cyclische Somatostatinanaloga, Somatorelin, (GRH)-Analoga, Analogpep- 
tide von Hypophysenhormonen wie z. B. das Corticotropin-Analogon Alsactid (ACTH-17), Calciumregulierende Hor- 
mone (Calcitonin, Parathormon) und ihre Analoga sowie gastrointestinal Hormone (z. B. Secretin und Cholecystoki- 
nin) und pankreatische Hormone (Insulin und Insulin-Analoga). Besonders geeignet sind solche mit 3 bis 51 Amino- 
sauren. 

Insbesondere seien genannt: 



Name des Peptids 
Oder Proteins 



Verwendung 
z. B. bei: 



Zahl der 



Aminosauren 



Oxytocin 

Vasopressin 

Ornipressin 

Desmopressin 

Corticotropin (ACTH) 

Tetracosactid 



Wehenschwache 



9 



Diabetes insipidus 
Blutungen 
Diabetes insipidus 
entzundlichen Erkrankungen 
entzundlichen Erkrankungen 



9 



9 
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Alsactid 
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17 



Insulin 



Diabetes mellrtus 



51 



beta-Schlaf ind. 
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Peptid 

Secretin 

Cholecystokinin 

Somatoliberin (GRH) 

[D-Ala2]Somatoliberin- 

(1-29)-amid 

Somatoliberinyl-glycin 

Glucagon 

Somatostatin 

Octreotide 

Spantide 

Corticoliberin (CRF) 

Bradykinin- 

Antagonisten 

Atriopeptin III 

ANF- (99- 126) 

Thymopentin 

Interferon-alpha 

Thyroliberin (TRH) 

Gonadoliberin (LHRH) 

Buserelin 

Goserelin 

Triptorelin 

LH-RH-T 

Leuprorelin 

Lutrelin 

Nafareiin 

Histrelin 

Calcitonin 



Schlafstorungen 
Magenblutungen 
Erkrankung der Gallenwege, 
als Appetrtzugler 
Minderwuchs 



Hypoglykamie 

Magenblutungen 

Tumoren 

Substanz P-Hemmung 
Hypophysendiagnostikum 
allergischen und entzundlichen 
Erkrankungen 

Herz- und Nieren-Insuffizienz 

V 

rheumatischer Arthritis 
Erkaltung 

Hypophysendiagnostikum 
Kryptorchismus, Sterilitat 
Prostata-Krebs, Endometriose 



Morbus Paget, Osteoporose 
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8-32 
44 
29 

45 
29 
14 
8 
11 
41 

9 - 11 

24 
28 

5 
125 
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10 

9 
10 
10 
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9 
10 
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Elcatonin 0 32 

Parathormone -34) Hypocalcemia 34 

Sincalid Oiagnostikum fur die 8 

Pancreas-Funktion 

Ceruletid ° 10 

Pentagastrin Diagnostikum fur die 5 

Magenfunktion 

Desglugastrin ° 7 

Ociltide Darm-kontrahierend 5 

Angiogenin Gef30neubildung 123 

TGF-beta Tumortherapie, Immunsuppression 224 

20 Hirudin Gerinnungshemmung 64- ,65 

GM-CSF Stimulation d. Knochenmarks 127 

Erythropoietin Antianamlkum 165 
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Diese Peptide und Proteine konnen nach allgemein bekannten verfahren, z.B. durch Merrifield-Synthese, Genetic 
Engineering und durch Isolierung naturlich vorkommender Peptide und Proteine, erhalten werden. 
Die Erfindung betrifft ferner pharmazeutische Zubereitungen, enthaltend 

a) eine pharmakologisch wirksame Menge eines, zweier Oder dreier Peptide Oder Proteine, jeweils enthaltend 3 
bis 225 Aminosauren, insbesondere 3 bis 51 Aminosauren, oderderen physiologisch vertragliche Salze und 

b) mindestens einen Hilfsstoff der allgemeinen Formel I. 



Bevorzugt sind solche Zubereitungen, die mindestens einen Hilfsstoff, ausgewahlt aus den Peptiden PMB-I bis 
-III, enthalten. 

Die erfindungsgemaGen pharmazeutischen Zubereitungen enthalten ferner bevorzugt ein Peptid Oder Protein ent- 
haltend 3 bis 225 Aminosauren, insbesondere ein Peptid Oder Protein enthaltend 3 bis 51 Aminosauren. 
40 Jedoch auch Zubereitungen, enthaltend zwei Oder drei verschiedene Peptide und/oder Proteine, wie beispiels- 

weise Corticotropin + LHRH + GRH oder Protirelin + LHRH + GRH, in Verbindung mit mindestens einem Hilfsstoff der 
Formel I, sind von Interesse, insbesondere zur Anwendung als Diagnostikum. 

Die Dosis der Peptide und/oder Proteine und der Hilfsstoffe der Formel I bei der Anwendung bei Saugern, vor- 
zugsweise beim Menschen, liegen in den erfindungsgemaGen Zubereitungen bzw. Erzeugnissen im Bereich von 10 
*s u.g bis 10 mg pro Peptid/ Protein und Anwendung und fur den Hilfsstoff der Formel I bei einer Konzentration von 10* 5 
bis 10' 1 mol/l pro Anwendung, bevorzugt zwischen 10" 4 und 10 2 mol/l. 

Die Anwendung der erfindungsgemaOen Zubereitungen kann durch Applikation auf die Schleimhaute, d. h. nasal, 
buccal, rektal, pulmonal oder vaginal erfolgen. Die nasale Applikation ist hierbei bevorzugt. 

Die erfindungsgemaBen pharmazeutischen Zubereitungen konnen nach dem Fachmann bekannten Verfahren 
50 unter Hinzufugung von zur Herstellung von pharmazeutischen Praparaten geeigneten Tragerstoffen hergestellt wer- 
den. Es eignen sich insbesondere Arzneiformen zur Applikation auf die Schleimhaute, wie beispielsweise Tabletten, 
Suppositorien, Kapseln, Gele, Filme, Emulsionen, Suspensionen, Aerosole, Losungen oder Sprays (Sucker, Fuchs, 
Speiser, Pharmazeutische Technologie, Georg Thieme Verlag 1978). 

Vorzugsweise verwendet werden: 

55 
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1 . WaBrige Oder waBrig-alkoholische Losungen zur Applikation mit einer Tropfpipette bzw. einer Kunststoffquetschfla- 
sche oder zur Vernebelung mit einer Dosierzerstauberpumpe 

Die Zubereitung kann neben dem Wirkstoff und dem Resorptionsforderer, z.B. einen isotonisierenden Zusatz, z. 

s B. Natriumchlorid, Kaliumnitrat, Kalium-Natrium-Phosphat, Polyalkohole, wie z. B. Glucose, Mannit, Sorbit, Puffersub- 
stanzen, wie beispielsweise Kalium-Natrium-Phosphat, Citronensaure und ihre Salze sowie Mischungen der beiden, 
urn einen pH-Bereich von 3 bis 8 einzustellen, ein Konservierungsmittel, z. B. Benzalkoniumchlorid, Benzylalkohol, 
1,1,1-Trichlor-2-methyl-2-propanol, M ethyl -4-hydroxybenzoat, einen Chelatbildner, z.B. Natrium-EDTA, und als L6- 
sungsmittel Wasseroder Mischungen von Wasser mit (C r C 4 )-Alkanolen enthalten. Die Losung wird mit einem geeig- 

io neten Gerat appliziert bzw. in die Nase oder auf die Mundschleimhaut gespruht. 

2. WaBrige oder waBrig-alkoholische Gele zum Einbringen in Korperhohlen (Mund, Nase, Rektum, vagina) 

Zusatzlich zu 1. enthalt ein Gel einen die Viskositat erhdhenden Zusatz, z. B. ein Polyacrylatpolymer oder einen 
15 Celluloseether wie z. B. Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC), Hydroxyethylcellulose (HEC), Methylhydroxyethylcel- 
lulose (MHEC). 

3. Suspensionen in Treibgasen 

20 Die Zubereitung kann neben dem mikronisierten Wirkstoff und dem mikronisierten Resorptionsforderer als Treib- 

gas einen Fluorchlorkohlenwasserstoff, z. B. ©Frigen F 11, 12 oder 114 (<8>= ein eingetragenes Warenzeichen der 
Hoechst AG), bzw. deren Gemische Oder einen Fluorkohlenwasserstoff wie Tetrafluorethan (HFA 134 a) oder Heplaf- 
luorpropan (HFA 227) und ein SuspendierhilfsmJttel, z.B. Sorbitantrioleat, Olsaure oder Lecithin enthalten. Die Abful- 
lung erfolgt in an sich bekannter Weise nach dem Kalteabfullverfahren oder aber durch Druckfullung. 

25 

4. Verreibungen mit Tragerhilfsstoffen abgefullt in Kapseln zur intranasalen bzw inhalativen Anwendung 

Die mikronisierten Stoffe (Wirkstoff und Resorptionsforderer) werden, gegebenenfalls nach Zugabe eines Mittels 
zur Verbesserung der FlieBeigenschaften, wie Lactose, in Hartgelatinekapseln abgefullt. Der Inhalt einer Kapsel wird 
30 mit einer Inhalationshilfe, die es erlaubt, das Pulver in einen inhalierbaren Rauch zu Oberfuhren, intranasal bzw. pul- 
monal appliziert. 

5. Buccalformen 

35 Wirkstoff und Resorptionsforderer konnen in geloster oder suspendierter Form vorliegen. Als Arzneiformen eignen 

sich Komprimate oder Laminate aus Mischungen von Wirkstoff und Absorptionsforderer in Polymeren. Als Polymere 
kommen Celluloseether (z. B. HPMC, Carboxymethylcellulose (CMC)) oder Polyacrylate in Frage. 

Beispiel 1: Synthese von PMB-I 

40 

Man lost 1.26 g (1 mmol) "Tetra-Boc-Polymyxin B-Oktapeptid" in 10 ml Pyridin und fugt 0.318 g HOBt-Ester (HOBt 
= 1 -Hydroxybenzotriazol) der 2-Amino-thiazol-4-yl-2-methoximinoessigsaure hinzu. Nach 24 Stunden dampft man das 
Pyridin im Vakuum ab, lost den Ruckstand in 200 ml Essigsaureethylester und wascht die Losung zunachst mit 200 
ml n/10 Salzsaure und danach mit 200 ml Wasser. Nach dem Trocknen uber Natriumsulfat entfernt man das Losungs- 
^5 mittel, lost emeut in einem Gemisch Essigsaureethylester/Methanoi 85 : 15 und chromatographiert mit dem gleichen 
Losungsmittelgemisch an einer Kieselgel-Saule (4 x 50 cm; 70 - 200 \im; 200 g). 40 Fraktionen a 10 ml werden auf- 
gefangen. Die Fraktionen 21 - 35 enthalten den gewunschten Stoff. Das Losungsmittel wird im vakuum am Rotations- 
verdampfer entfernt. 

Ausbeute des Zwischenprodukts: 1.1 g (76 % d. Th) 
so Molmasse: 1445 g/mol (C 65 H 104 N 16 O 19 S) 

Rf-Wert [DC-Kieselgel 60 F 254/Merck, Darmstadt, Essigsaurester/Methanol 85 : 15] = 0.51 
Abspaltung der Boc-Schutzgruppen: 

Man lost 1.1 g des Zwischenprodukts in 10 ml Trifluoressigsaure unter Eiskuhlung und laBt dann 2 Stunden bei Raum- 

temperatur stehen. Nach Einengen verreibt man den festen ROckstand mit Ather, filtriert, wascht mit Ather nach und 
55 trocknet uber P 2 O s im Vakuum. 

Ausbeute: 0.96 g (78.2 %) 

Molmasse: 1046 g/mol (C^H^N^OnS x 5 CF 3 C0 2 H) 

R r Wert [DC-Kieselgel 60 F 254/Merck, Darmstadt, Laufmittel n-Butanol (50), Pyridin (20), Eisessig (6), Wasser (24)] 
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= 0.11. 

Beispiel 2: Synthese von PMB-II 

Man lost 1.26 g (1 mmol) "Tetra-Boc-Potymyxin B-Oktapeptid" in 10 ml Pyridin und fugt 0.287 g HOBt-Ester der 
Gallussaure hinzu. Nach 48 Stunden zieht man das Pyridin ab, lost den Ruckstand in 200 ml Essigsaureethylester 
und wascht diese Losung zunachst mit 200 ml n/10 Salzsaure und danach mit 200 ml Wasser. Nach dem Trocknen 
uber Natriumsulfat entfernt man das Losungsmittel, lost erneut in elnem Gemisch von Essigsaureethylester/Methanol 
(85 : 15) und chromatographiert mit dem gleichen Losungsmittelgemisch. Als Tragermaterial benutzt man Kieselgel 
(70 - 200 (j.m), das vomer zur Entfernung von Eisen mit halbkonzentrierter Salzsaure und anschlieGend bis zur neutralen 
Reaktion mit Wasser gewaschen und bei 1 30 °C getrocknet wurde. 40 Fraktionen a 1 5 ml werden eluiert. Die Fraktionen 
34 - 39 enthalten den gewunschten Stoff. Das Losungsmittel wird im Vakuum am Rotationsverdampfer entfernt. 
Ausbeute des Zwischenprodukts: 0.89 g (62.8 %) 
Molmasse = 1414.58 g/mol. 

Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppen wurde analog Beispiel 1 durchgefOhrt. 
Ausbeute: 0.79 g (86 %) 

Molmasse: 1014 g/mol (C 46 H 71 N 13 0 13 x 4CF 3 C0 2 H = 1470.21) 
R r Wert (Trennsystem wie unter Beispiel 1): 0.05. 

Beispiel 3: Synthese von PMB-II I 

Man lost 1 .26 g (1 mmol) "Tetra-Boc-Polymyxin B-Oktapeptid" in 10 ml Pyridin und fugt 0.233 g (1 mmol) Hydro- 
xysuccinimidester der Phenylessigsaure zu. Nach 20 Stunden Reaktionszeit bei Raumtemperatur lost man den Ruck- 
stand in 200 ml Essigsaureethylester, wascht inn mit 200 ml n/1 0 Salzsaure und mit 200 ml Wasser. Nach dem Trocknen 
uber Natriumsulfat entfernt man das Losungsmittel und lost erneut in einem Gemisch Essigsaureethylester/Methanol 
(85 : 15) und chromatographiert an einer Kieselgelsaule (4 x 50 cm; 70 - 200 ujti; 200 g) mit dem gleichen Losungs- 
mittelgemisch. Es werden 40 Fraktionen a 15 ml abgenommen. Die Fraktionen 20-39 enthalten das gewunschte Pro- 
dukt (C 67 H 105 N 13 O 18 ). Das Losungsmittel wird im Vakuum am Rotationsverdampfer entfernt. 
Ausbeute des Zwischenprodukts: 0.85 g (61.2 %) 
Molmasse: 1 386 g/mol (Li-Salz) 
R r Wert (DC wie Beispiel 1) = 0.57 

Die Abspaltung der Schutzgruppen wurde wie in Beispiel 1 durchgefOhrt. 
Ausbeute: 0.59 g (97.7 %) 
Molmasse: 980 g/mol (C 47 H 73 N 13 O 10 ). 
R r Wert (DC-L6sungsmittelgemisch wie in Beispiel 1 ): 0.26 

Beispiel 4: Untersuchung der Wirkungsverstarkung von LHRH Oder LHRH-Analogen 

Eine zum Nachweis der Wirkungsverstarkung eines Peptids oder Proteins mittels eines erfindungsgemaGen Cy- 
clopeptids geeignete Methode ist z. B. die Bestimmung der LH-Freisetzung bei mannlichen, durch Ethylcarbamat nar- 
kotisierten Ratten (100 g Korpergewicht). Dabei wird die Hormonfreisetzung uber einen Zeitraum von 6 - 7 Stunden 
nach Behandlung, das heiBt nach nasaleroder rektaler Applikation von LHRH oder LHRH-Analogen in physiologischer 
Kochsalzlosung mit oder ohne Zusatz von Cyclopeptiden der Formel I, verglichen. 

Es zeigte sich, daG z. B. durch die Peptide PMB-I bis -III in einer Konzentration von 0.01 M eine 21 - 32fache 
Wirkungssteigerung einer nasal verabreichten Dosis von 1 0 ng Buserelin erzielt wird, bezogen auf die LH-Freisetzung. 
Die Wirkung einer nasal verabreichten Dosis von 800 ng LHRH wurde durch die Peptide PMB-I - III im gleichen Tier- 
modell urn den Faktor 3 bis 6 verstarkt, ebenfalls bezogen auf die Flachen unter den Kurven. 

Beispiel 5: Untersuchung der Wirkungsverstarkung von ACTH 

Die Wirkung von Cyclopeptiden der Formel I auf die Resorption von ACTH (Corticotropin) und ACTH-Analogen 
wurde an mannlichen durch Pentobarbital oder Ether narkotisierten Ratten (100 g Korpergewicht) nach Applikation 
der Testsubstanzen gemaG Beispiel 4 untersucht. Als Parameter der Wirkung wurde die Corttcosteron-Freisetzung im 
Serum durch spezifischen Radioimmunoassay bestimmt. Es zeigte sich, daG nach nasaler Behandlung z. B. mit dem 
ACTH-Analogen Alsactid (ACTH-17) in einer Dosis von 1.5|ig in Gegenwart der Peptide PMB-I bis Ml die Corticosteron- 
Freisetzung uber 3 h urn das 2 - 3fache gesteigert wurde. 
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Beispiel 6: Untersuchung der Wirkungsverstarkung von Calcitonin 

Die Wirkung von Cyclopeptiden der Formel I auf die Resorption von Calcitonin und Calcitonin-Analogen (z. B 
Lachs-Calcitonin) wurde an mannlichen Ratten von 100 Oder 200 g Korpergewicht, nach Applikation gemaB Beispiel 
4, durch Bestimmung der Serum-Calciumspiege! uber einen Zeitraum von 1 - 6 h nach der Behandlung untersucht. 
Es wurde gefunden, daG die Wirkung einer nasalen Gabe von 1.2 jig Lachs-Calcitonin durch den Zusatz z. B. von 
Peptid PMB-I in einer Konzentration von 0.01 M urn das 3.4fache gesteigert wurde, bezogen auf den Ruckgang des 
Serum-Calciumspiegels. 



io Beispiel 7: Untersuchung der Wirkungsverstarkung von Insulin 

Die Wirkung von Cyclopeptiden der Formel I auf die nasale Resorption von Humaninsulin oder anderem Insulin 
wurde an mannlichen durch Ether narkotisierten Ratten mit einem Korpergewicht von 100 g nach Applikation der 
Testsubstanzen gemaG Beispiel 4 untersucht. Als Parameter fur die Wirkung dient der Ruckgang des Blut-Glucose- 
f5 spiegels. 

Dabei zeigte sich, daB die Peptide PMB-I bis III in einer Konzentration von 0.01 M die nasale Resorption von 20 IE/kg 
Humaninsulin urn den Faktor 3 - 4 verbessern konnten. 



Beispiel 8: Untersuchung der Schleimhautvertraglichkeit 

Die Vertraglichkeit von Cyclopeptiden der Formel I, welche als Hilfsstoffe fur die Erhohung der Resorption ver- 
wendet werden, kann an der isolierten Magenschleimhaut des Meerschweinchens gepruft werden. [Wirth K, Bickel M 
& Deutschlander N (1987): Patent blue permeation through the isolated guinea pig gastric mucosa: a quantitative 
method for the assessment of gastric irritants. Med. Sci. Res. 15, 881-882]. In einem ahnlichen Modell wird die Nasal- 
schleimhaut des Rindesverwendet. [DitzingerG, SandowJ, MerkleHP (1990): In vitro model for nasal peptide delivery: 
Enhancement effects of cyclopeptides on the transport rate of two oligopeptides. Proceed. Intern. Symp. Contr. Rel. 
Bioact. Mater. 17, 220-221]. Mit dem letzteren Modell wurde die Permeation von Patentblau als Markersubstanz fur 
eine Schleimhautschadigung untersucht. Wahrend als Resorptionsverbesserer verwendete Gallensauren wie Natri- 
umdesoxycholat oder Natriumglycocholat oder als Resorptionsverbesserer verwendete Tenside wie Polidocanol (Lau- 
reth-9) die Permeation von Patentblau urn ca. 300 % erhohten, zeigten die Peptide PMB-I bis III keinen EinfluG auf 
die Permeationsrate. 



Beispiel 9: Nasallosung 

35 



Buserelin 


0,15 mg 


Peptid PMB-I 


1,50 mg I 


Natriumchlorid 


0,80 mg 


Citronensaure <> H 2 0 


0,11 mg 


Natriumcitrat ° 2H 2 0 


0,15 mg 


Benzalkontumchlorid 


0,01 mg 


Dinatrium-EDTA 


0,01 mg 


Wasser (gereinigt) ad 


0,1000 ml 



45 

Beispiel 10: Gel 



Alsactid (ACTH-17) 


0,003 mg 


Peptid PMB-II 


1,200 mg 


Polyacrylsaure 940 


0,400 mg 


Natriumhydroxid Losung 15 % 


0,900 mg 


Glycerin 


15,000 mg 


Methyl-4-hydroxybenzoat 


0,150 mg 


Gereinigtes Wasser 


ad 100,000 mg 
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Beispiel 11: Suppositorium 



Lachs-Calcitonin 


0,200 mg 


Peptid PMB-IM 


1 ,000 mg 


Suppositorienmasse (Hartfett) 


ad 2,500 g 



Beispiel 12: Diagnostikum 



Protirelin 


0,050 mg 


Gonadoliberin 


0,025 mg 


Somatoliberin 


0,025 mg 


Peptid PMB-I 


0,250 mg 


Citronensaure • H 2 0 


0,170 mg 


Dinatriummonohydrogenphosphat • 12H 2 0 


1,100 mg 


Natriumchlorid 


0,600 mg 


Benzylalkohol 


1,000 mg 


Gereinigtes Wasser 


ad 0,100 ml 



Patentanspruche 

1 . Verbindung der allgemeinen Formel I 



30 



35 



40 



45 



50 



Dab — Leu v 

/ \ 

Dab D-Phe 

\ / 

Thr Dab 

\ / 
y -Dab 



R 1 



sowie deren physiologisch vertragliche Salze, 
worin 

X Lysin, Ornithin, 2,4-Diaminobuttersaure oder Arginin, 
R 1 einen N-gebundenen Acylrest der Formel II 



(!) 



55 
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Ar - (CH 2 ) p - 



C 



CO - 



II 



(II) 



N 




\ 



OCH 




worin Ar fur einen Phenylrest, der gegebenenfalls durch 1, 2 Oder 3 gleiche oder verschiedene Reste aus der 
Reihe Hydroxy, (C r C 4 )-Alkoxy, Amino, Carboxy, (C r C 4 )-Alkylamino und Halogen substituiert ist, Oder 
fur einen 2-AminothiazoI-4-yl-Rest steht, 

p eine ganze Zahl von Null bis 4, 
q Null oder 1 bedeuten, 

und die Aminosauren jeweils in der D- Oder L-Form vorliegen konnen. 
Verbindung der Formel 



Peptid PMB-I: 




Dob 



O-Ph 



e 





Thr 



Dab 





7- Oo b 



Dob 



CO - 



c 




oder deren physiologisch vertragliche Salze. 



Verbindung der Formel 
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Peptid PMB-II: 

Dab * Leu 




Oder deren physiologisch vertragliche Salze. 
Verbindung der Formal 

Peptid PMB-III: 



0 q b * Leu 

Dob O-Ph e 



\ 

0-P 



Thr Dob 

\ / 

7 - 0 a b 

Oab - CO - CH 2 



oder deren physiologisch vertragliche Salze. 



Verwendung mindestens einer Verbindung gemaG einem oder mehrerer der Anspruche 1 bis 4 zur Herstellung 
einer pharmazeutischen Zubereitung zur Foderung der Resorption von Peptiden und Proteinen bei Applikation 
auf die Schleimhaut. 

Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend 

a) eine pharmakologisch wirksame Menge eines, zweier oderdreier Peptide oder Proteine, jeweils enthaltend 
3 bis 225 Aminosauren, insbesondere 3 bis 51 Aminosauren, oder deren physiologisch vertragliche Salze und 

b) mindestens einen Hilfsstoff der allgemeinen Formel I 
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^Dab — - Leu 

/ a 
Dab O-Phe 



\ 
Th r 



Dab 



y -Dab 



(I) 



Oder ein physiologisch vertragliches Salz dieses Hrffstoffs, 
wobei in Formel I 

X Lysin, Ornithin, 2,4-Diaminobuttersaure oder Arginin, 
R 1 einen N-gebundenen Acylrest der Formel II 



A r - 



( CH 2)p f C 
II 




OCH 



CO - 



(ID 



/ 



worin Ar fur einen Phenylrest, der gegebenenfails durch 1, 2 oder 3 gleiche oder verschiedene Reste aus der 
Reihe Hydroxy, (C r C 4 )-Alkoxy, Amino, Carboxy, (C r C 4 )-Alky!amino und Halogen substituiert ist, oder 
f Or einen 2-Aminothiazol-4-yl-Rest stent, 

p eine ganze Zahl von Null bis 4, 
q Null oder 1, bedeuten, 



und die Aminosauren jeweils in der D- oder L-Form vorliegen konnen. 

Pharmazeutische Zubereitung gemaG Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB sie ein Peptid oder Protein, ent- 
haltend 3 bis 225 Aminosauren, enthalt. 



Pharmazeutische Zubereitung gemaG einem oder mehrerer der Anspruche 6 und 7, dadurch gekennzeichnet, daG 
sie ein Peptid oder Protein, enthaltend 3 bis 51 Aminosauren, enthalt. 

Verfahren zur Herstellung einer Zubereitung gemaG einem oder mehrerer der Anspruche 6 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG man 
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a) ein, zwei Oder drei Peptide oder Proteine, jeweils enthaltend 3 bis 225 Aminosauren, insbesondere 
3 bis 51 Aminosauren, oder deren physiologisch vertragliche Salze und 

b) mindestens einen Hilfsstoff der allgemeinen Formel I 

in eine fur die Applikation auf die Schleimhaut geeignete Darreichungsform bringt. 



Claims 

io 1 . A compound of the formula I 



,Dab 



Leu 



75 



20 



25 



30 



/ \ 

Dab D-Phe 

\ / 

Thr Dab 

\ / 
7 -Dab 



or a physiologically tolerated salt thereof, 
in which 



(I) 



35 



X is lysine, ornithine, 2,4-diaminobutyric acid or arginine, 
R 1 is an N-bonded acyl radical of the formula II 



40 



45 



Ar - ( CH 2)p f C 



X 



\ 



\ 



OCH 



CO - 



(II) 



so 



55 



in which Ar is a phenyl radical, which is optionally substituted by 1 , 2 or 3 identical or different radicals from the 
series comprising hydroxyl, (C r C 4 )-alkoxy, amino, carboxyl, (C r C 4 )-alkylamino and halogen, or 
is a 2-aminothiazol-4-yl radical, 

p is an integer from zero to 4, 
q is zero or 1 , 

and the amino acids may each be present in the D- or L-form. 
2. The compound of the formula 
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Peptide PMB-I: 



^ Oob — » Leu 
Oob D-Phe 



\ 



Th r Dob 



\ 

D-P 

/ 



\ / 

N 

II 

Oob - CO - C 



or a physiologically tolerated salt thereof. 
The compound of the formula 

Peptide PMB-II: 



^ Oob ^ Leu 

Oob 0-P 
Th r Oo b 



\ 



\ 

0-P 

/ 



\ / 

7* Dob 

I 

Oob - CO 




or a physiologically tolerated salt thereof. 
The compound of the formula 
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Peptide PMB-III: 

^yi Oob ► Leu 

Da b 



\ 

h 

V / 



Th r 



Oob 



\ 

D-Ph • 

/ 



7 - Oob 

I 

Oob 



- °° - -<0> 



or a physiologically tolerated salt thereof. 



The use of at least one compound as claimed in one or more of claims 1 to 4 for the preparation of a pharmaceutical 
formulation for promoting the absorption of peptides and proteins when applied to the mucosa. 

A pharmaceutical formulation comprising 

a) a pharmacologically active amount of one, two or three peptides or proteins in each case containing 3 to 
225 amino acids, in particular 3 to 51 amino acids, or physiologically tolerated salts thereof, and 

b) at least one auxiliary of the formula I 



^Dab — ^ Leu ^ 



/ A 

Dab D-Phe 

/ 



fhr Dab 

/ 

-Dab (I) 



1 



R 1 



or a physiologically tolerated salt of this auxiliary, 
where in formula I 
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X is lysine, ornithine, 2,4-diaminobutyric acid or arginine, 
R 1 is an N-bonded acyl radical of the formula II 



Ar - (CH 2 ) p 




C 



1 



CO - 



I! 



\ 



(IX) 



OCH, 




f 



in which Ar is a phenyl radical, which is optionally substituted by 1 , 2 or 3 identical or different radicals from the 
series comprising hydroxyl, (C r C 4 )-alkoxy, amino, carboxyl, (C r C 4 )-alkylamino and halogen, or 
is a 2-aminothiazol«4-yl radical, 

p is an integer from zero to 4, 
q is zero or 1 , 

and the amino acids may each be present in the D- or L-form. 
7. A pharmaceutical formulation as claimed in claim 6, which comprises a peptide or protein containing 3 to 225 



8. A pharmaceutical formulation as claimed in one or more of claims 6 and 7, which comprises a peptide or protein 
containing 3 to 51 amino acids. 

9. A process for the preparation of a formulation as claimed in one or more of claims 6 to 7, which comprises bringing 

a) one, two or three peptides or proteins in each case containing 3 to 225 amino acids, in particular 3 to 51 
amino acids, or physiologically tolerated salts thereof, and 

b) at least one auxiliary of the formula I 

into a suitable administration form for application to the mucosa. 
Revendications 

1. Composes de Formule generale I 



amino acids. 
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, D a D 



. e u 



Dao 



O-Phe 



Th r 



Oab 



-Da: 



(I) 



R 



ainsi que leurs sels physiologiquement compatibles, 
dans laquelle 

X represente la lysine, I'ornithine, I'acide 2,4-diaminobutyrique ou I'arginine, 
R 1 represente un radical acyle de Formule II lie a un azote 




(I!) 



formule dans laquelle Ar represente un radical phenyle eventuellement substitue par 1 , 2 ou 3 groupes Identlques 
ou differents choisis parmi les groupes hydroxy, alcoxy en C r C 4 , amino, carboxy, alkylamino en C r C 4 et les 
atomes d'halogene, ou 
un radical 2-aminothiazol-4-yle, 

p signifie un nombre entier compris entre zero et 4, 
q zero ou 1 , 

et les aminoacides peuvent etre respectivement sous la forme D ou L. 
Compose de Formule 
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Peptide PMB-I 



Dob + Leu 



10 



15 



20 



Dob 



\ 



T h r 



Da b 



0-P h 

/ 



7 - 0 o b h 3 CO\^ 

N 

II 

Dob - CO - C 



25 



ou ses sels physiologiquement compatibles. 
30 3. Compost de Formule 



Peptide PMB-II 



35 



Dob + L 



40 



45 



Oo b 



\ 



T h r 



\ / 

7 - 0 o 6 



50 



Dob - 



55 ou ses sels physiologiquement compatibles. 

4. Compost de Formule 
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Peptide PMB-III 



Dob * Leu \^ 

Dab Q-Pht 

\ / 

Thr Dob 

N / 

7- D a b 

oL - CO - CH 2 ~<^) 

ou ses sels physiologiquement compatibles. 

Utilisation d'au moins un compost selon una ou plusieurs des revendications 1 a 4, pour la fabrication d'une 
preparation pharmaceutique destined a ('amelioration de la resorption de peptides et de proteines a travers la 
muqueuse. 

Preparation pharmaceutique, comprenant 

a) une quantite pharmacologiquement active d'un, de deux ou de trois peptides ou proteines, contenant res- 
pectivement de 3 a 225 aminoacides, en particulier de 3 a 51 aminoacides, ou leurs sels physiologiquement 
compatibles et 

b) au moins un auxiliaire de Formule generale I. 

4 Dao --♦Leu 
Dab D-Phe 

Thr Da" 5 



P 

Oac 



(!) 



R ■ 



ou un sel physiologiquement compatible de cet auxiliaire, 
Formule I dans laquelle 

X represente la lysine, I'ornithine, I'acide 2,4-diaminobutyrique ou I'arginine, 
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R 1 reprSsente un radical acyle de Formule II lid a un azote 



Ar - (CH 2 ) p 



II 



C 



\ 



0CH 3 




CO - 



(ID 



formule dans laquelle Ar represente un radical phenyle eventuellement substitue par 1 , 2 ou 3 groupes identiques 
ou differents choisis parmi les groupes hydroxy, alcoxy en C r C 4l amino, carboxy, alkylamino en C r C 4 et les 
atomes d'halogene, ou 
un radical 2-aminothiazol-4-yle, 

p signifie un nombre entier compris entre zero et 4, 
q ze>o ou 1 , 

et les aminoacides peuvent etre respectivement sous la forme D ou L 

Preparation pharmaceutique selon la revendication 6, caracterisee en ce qu'elle contient un peptide ou une pro- 
teine contenant de 3 a 225 aminoacides. 

Preparation pharmaceutique selon une ou plusieurs des revendications 6 et 7, caracterisee en ce qu'elle contient 
un peptide ou une proteine contenant de 3 a 51 aminoacides. 

Procede de fabrication d'une preparation pharmaceutique selon une ou plusieurs des revendications 6 et 7, ca- 
racterisee en ce que, Ton met 

a) un, deux ou trois peptides ou proteines, contenant respectivement de 3 a 225 aminoacides, en particulier 
de 3 a 51 aminoacides, ou leurs sels physiologiquement compatibles et 

b) au moins un auxiliaire de Formule g6n6rale I 

sous une forme de presentation appropri6e pour I'application sur la muqueuse. 
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